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Resumo 
O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, tem de lidar com as 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio durante o seu ciclo de vida, a fim de garantir sua 
sobrevivência e infecção. O sistema de detoxificação de hidroperóxidos centrado na 
tripanotiona depende de proteínas ditiol de baixa massa molecular, as triparedoxinas, restritas 
a esta família de parasitas. Estas proteínas transferem equivalentes reduzidos para as 
peroxidases incluindo as peroxiredoxinas mitocondrial/citosólica e citosólica, TcMCPx e 
TcCPx, respectivamente. Em T. cruzi duas triparedoxinas foram identificadas, a TXNI e 
TXNII com diferentes localizações intracelulares. A TXNI é uma proteína citosólica, 
enquanto a TXNII, devido a uma cauda hidrofóbica C-terminal, está ancorada em sistemas de 
endomembranas como: mitocôndria, retículo endoplasmático e glicossomo. As triparedoxinas 
parecem estar envolvidas em outros processos biológicos, desde mecanismos redox até 
tradução de proteínas. Nesse estudo, uma comparação do interatoma da TXNII sob condições 
fisiológicas e de estresse oxidativo foi realizada. Sob condições fisiológicas, além das 
proteínas com processo biológico desconhecido, a maioria das proteínas identificadas está 
relacionada com a homeostase redox celular e processos biossintéticos, enquanto que sob 
condições de estresse oxidativo, estão envolvidas na resposta ao estresse, homeostase redox 
celular, biossíntese de arginina e processos baseados em microtúbulos. Curiosamente, embora 
a TXNII interaja com as duas peroxiredoxinas sob condições fisiológicas, em estresse 
oxidativo, a interação com a TcMCPx prevalece. Uma discussão sobre a relevância dessas 
interações é apresentada, ampliando nosso conhecimento sobre o envolvimento da TXNII na 
homeostase celular. 
 
 
Palavras-chave: triparedoxina, Trypanosoma cruzi, espécies reativas de oxigênio 
  
 
Abstract 
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, has to cope with reactive 
oxygen and nitrogen species during its life cycle in order to ensure its survival and infection. 
Their hydroperoxide-detoxification pathways centered on trypanothione depend on a low 
molecular mass dithiol proteins, tryparedoxins, restricted to this family of parasites. These 
proteins transfer reducing equivalents to peroxidases, including mitochondrial/cytosolic and 
cytosolic peroxiredoxins, TcMCPx and TcCPx, respectively. In T. cruzi two tryparedoxins 
have been identified, TXNI and TXNII with different intracellular locations. TXNI is a 
cytosolic protein and part of the cytosolic trypanothione-dependent pathway while TXNII 
due to a C-terminal hydrophobic tail is anchored in endomembranes of the mitochondrion, 
endoplasmic reticulum and glycosomes. TXNs have been suggested to be involved in a 
majority of biological processes ranging from redox mechanisms to protein translation. 
Herein, a comparison of the TXNII interactome under physiological and oxidative stress 
conditions was examined.  Under physiological conditions, apart from the proteins with 
unknown biological process annotation, the majority of the identified proteins are related to 
cell redox homeostasis and biosynthetic processes, while under oxidative stress conditions, 
are involved in stress response, cell redox homeostasis, arginine biosynthesis and 
microtubule based process. Interestingly, although TXNII interacts with both peroxiredoxins 
under physiological conditions, upon oxidative stress, TcMCPx interaction prevails.  The 
relevance of the interactions is discussed, widening our knowledge of the involvement of 
TXNII in cell homeostasis. 
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1. Introdução 
1.1 - Aspectos gerais da Doença de Chagas  
A doença de Chagas (DC) é uma parasitose causada pelo protozoário hemoflagelado 
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que afeta milhões de pessoas no mundo (OMS, 2015). Recebeu 
este nome em homenagem ao seu descobridor, o médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano 
Ribeiro Chagas, em 1909 (OMS, 2015). 
Sendo uma doença endêmica em 21 países, estima-se que de 6 a 7 milhões de pessoas 
estejam infectadas pelo T. cruzi e que outros 25 milhões de indivíduos se encontrem em áreas 
de risco (OMS, 2015). No Brasil, estimativas apontam que aproximadamente 2 a 3 milhões 
de pessoas estão acometidas pela DC, sendo que destas, 600.000 manifestam complicações 
da forma crônica, cardíaca ou digestiva, conduzindo a morte de cerca de 5.000 pessoas por 
ano (Hotez et al., 2006; Schmuniz e Yadon et al., 2010). 
Por se tratar de uma doença de grande impacto mundial, processos de erradicação da DC 
são coordenados por países da América do Sul (Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai e 
Uruguai) conhecido como Iniciativa do Cone Sul e apoiados pela Organização Mundial da 
Saúde (OMS) (OMS, 2015). No Brasil, essas iniciativas tiveram o respaldo da Fundação 
Nacional de Saúde (Funasa), órgão executivo do Ministério da Saúde, que promoveu “O 
Programa de Melhorias Habitacionais para o Controle da Doença de Chagas” com as 
seguintes diretrizes: 1- Restauração – reforma de domicílio visando a melhoria das condições 
físicas da casa, bem como do ambiente externo (peridomicílio) e 2- Reconstrução – caso 
especial, quando a estrutura da habitação não suporte as melhorias necessárias, a mesma 
deverá ser demolida e reconstruída (Ministério da Saúde/Brasil, 2015). 
Apesar dos esforços, até o momento, os investimentos cumpridos para conter a DC não 
culminaram em resultados suficientes, uma vez que esta parasitose sempre foi descrita como 
uma doença negligenciada (Silveira e Pimenta Junior, 2011). 
Em relação ao perfil epidemiológico, no Brasil, no período de 2000 a 2013, foram 
registrados 1.570 casos de DC (Ministério da Saúde/Brasil, 2015) (Tabela 1). 
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Tabela 1: Casos confirmados de DC no Brasil de 2000 a 2013 (Ministério da Saúde/Brasil, 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em relação à forma de transmissão, aproximadamente 70% foi considerada transmissão 
oral, 6,4% vetorial e em 23,7% dos casos não houve identificação da forma de contágio 
(Ministério da Saúde/Brasil, 2015) (Tabela 2). 
Tabela 2: Principais meios de transmissão da DC no Brasil de 2000 a 2013 (Ministério da Saúde/Brasil, 2015). 
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Em 2006, no Brasil, a transmissão da DC pelo seu principal vetor, o Triatoma infestans 
(ordem Hemíptera, subfamília Triatominae) passou a ser controlada. O Ministério da Saúde 
do Brasil recebeu no dia 9 de junho de 2006, a Certificação Internacional de Eliminação da 
Transmissão da DC pelo Triatoma infestans, conferida pela Organização Pan-Americana da 
Saúde (OPAS) (Ferreira e Tabosa e Silva, 2006). Vale a pena destacar que tal certificação não 
representa o controle efetivo da doença no Brasil, mas a eliminação (interrupção 
momentânea) da transmissão da doença especificamente pelo triatomíneo da espécie T. 
infestans, popularmente conhecido como barbeiro. Diferentemente da erradicação – que 
representa a interrupção definitiva da transmissão mesmo na ausência de qualquer ação de 
controle – a eliminação pressupõe a manutenção de alguma ação de controle e vigilância para 
que a interrupção se mantenha (Ferreira e Tabosa e Silva, 2006). Outro fator importante para 
a supressão dos casos dessa parasitose é a migração rural-urbana (Dias, 2009; Martins-Melo 
et al., 2012). Assim, as ações preventivas tornaram-se a estratégia mais viável tendo em vista 
que não existe vacina eficaz e o tratamento específico para os casos crônicos da doença 
apresenta inúmeros efeitos colaterais (FIOCRUZ, 2015). 
 
1.2 - Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi  
O T. cruzi pertence à família Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida, e possui um 
ciclo de vida heteroxênico descrito por diversas variações morfológicas que podem se alojar 
em dois tipos de hospedeiros: insetos e mamíferos, incluindo o homem. O início do ciclo 
biológico (Figura 1) ocorre durante o repasto sanguíneo após a ingestão de sangue infectado 
com T. cruzi, na forma de tripomastigotas sanguíneos, pelo hemíptero. Os hospedeiros 
invertebrados ao ingerirem excessivo volume de sangue, liberam por rápida diurese um 
grande número de parasitas (tripomastigotas metacíclicos) junto às suas excretas. Por sua vez, 
os mamíferos podem se contaminar através da penetração das formas infectivas pela pele 
lesada ou através de membranas mucosas. Assim, quando os tripomastigotas metacíclicos 
penetram no hospedeiro vertebrado, células em torno do local da infecção são invadidas 
formando o vacúolo parasitário onde inicia a amastigogênese, que consiste na diferenciação 
de formas tripomastigotas metacíclicas em amastigotas replicativas (Tyler e Engman, 2001). 
Em seguida, ocorre uma nova diferenciação celular, desta vez de amastigotas para 
tripomastigotas sanguíneos, que leva ao rompimento da célula hospedeira. Desta forma, os 
tripomastigotas sanguíneos e amastigotas são liberados na corrente sanguínea podendo se 
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instalar em determinados órgãos como: coração, cérebro, intestino ou podem ser ingerido 
pelo inseto-vetor. No trato digestivo do barbeiro ocorre a diferenciação das formas 
tripomastigotas em epimastigotas e em seguida as mesmas colonizam o intestino médio e 
multiplicam-se por divisão binária. O aumento da população do parasita no intestino é 
resultante da intensa replicação de epimastigotas sendo responsável pelo estresse nutricional. 
Essas condições induzem os parasitas a migrarem para a parte posterior do tubo digestivo do 
hospedeiro, o que por sua vez dá início ao processo de metaciclogênese, onde há a 
diferenciação das formas epimastigotas em tripomastigotas metacíclicos (Tyler e Engman, 
2001). 
 
16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. Durante o repasto sanguíneo o inseto triatomíneo libera próximo ao local da picada, fezes contaminadas com tripomastigotas. Os 
tripomastigotas penetram o local da infecção ou mucosas do hospedeiro, infectam diferentes tipos celulares e se diferenciam em amastigotas, que constituem a forma 
replicativa. Após vários ciclos de replicação, Os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que rompem as células infectadas, entram na corrente sanguínea, 
infectam novas células e tecidos e diferenciam-se novamente em amastigotas. O ciclo tem continuidade quando um novo vetor ingere sangue de um indivíduo 
infectado com tripomastigotas. No intestino do vetor, estas formas diferenciam-se em epimastigotas, multiplicam-se e finalmente tornam-se tripomastigotas 
metacíclicas capazes de infectar um novo hospedeiro durante um novo repasto sanguíneo. (Adaptado de 
http://www.cdc.gov/media/DPK/2014/docs/npi/Chagas_LifeCycle.pdf). Acesso em 10/01/2016. 
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 O modo de transmissão vetorial da DC, acima caracterizado pelo seu ciclo de vida não é 
o único. Outros mecanismos de transmissão também devem ser levados em consideração: 
transfusão sanguínea, transmissão vertical, alimentos contaminados com T. cruzi (via oral), 
transplantes de órgãos e acidentes laboratoriais (OMS, 2015). 
O perfil de incidência da DC, por via oral, descreve uma via com o maior índice de 
transmissão e uma das mais importantes nos mecanismos de surtos de microepidemias no 
Brasil, e por essa razão tem sido foco de preocupação epidemiológica (Shikanai-Yasuda e 
Carvalho, 2012). Os sucos de frutas frescas e a polpa de açaí de regiões endêmicas são as 
principais variedades de alimentos contaminados com o parasita (Silveira e Pimenta Junior, 
2011). Vale a pena destacar que o açaí é o alimento diário para muitas pessoas da região 
norte e, pelo preço acessível e alto valor nutricional, muitas vezes, a única refeição do dia 
(Ferreira et al., 2014). Nesta região a comercialização e consumo são realizados 
sucessivamente após a sua colheita, sem qualquer tratamento térmico (Ferreira et al., 2014). 
Paralelamente, a região norte do Brasil sempre foi bastante procurada para atividades de 
ecoturismo atraindo pessoas do mundo todo. Além disso, apresenta uma culinária de destaque 
internacional, de origem indígena, em que muitos alimentos são apreciados, dentre eles, o 
açaí. Assim, os turistas ficam expostos ao risco de contaminação com a DC concorrendo para 
o aumento do número de pessoas infectadas em países não-endêmicos (Ferreira et al., 2014).
 Uma vez que o indivíduo seja acometido com a DC, o mesmo deve recorrer a exames 
laboratoriais para confirmar o diagnóstico da infecção. Os exames indicados vão depender da 
fase da doença em que o paciente/homem se encontra: aguda ou crônica. Inicialmente, ocorre 
uma fase aguda na qual pode-se facilmente evidenciar a DC pelo exame parasitológico 
(Fiocruz, 2015). É nesse estágio em que ocorre parasitemia na forma de tripomastigotas 
(Rassi et al., 2010). Nessa etapa, em se tratando de qualquer mecanismo de transmissão, os 
pacientes infectados geralmente não apresentam sintomas. Em poucos casos, portadores da 
DC, revelam sintomas de febre, mal-estar, aumento do fígado, baço e nódulos linfáticos, 
edema subcutâneo e sinais da porta de entrada do parasita (chagoma de inoculação) pela pele 
e via membrana da mucosa ocular (sinal de Romaña), além de outros sintomas que 
desaparecem espontaneamente. Estima-se que menos de 5% dos pacientes morrem na fase 
aguda da doença (Rassi et al.,  2010). 
Na ausência de tratamento com drogas tripanocidas, o paciente, após 2 a 3 meses da 
infecção inicial, entrará no início da fase crônica da doença. Nessa fase, os exames 
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laboratoriais indicados são testes sorológicos: hemaglutinação indireta (HAI) e teste 
imunoenzimático (ELISA) (Fiocruz, 2015). Estima-se que 60 a 70% dos casos se 
desenvolvem apresentando sorologia positiva contra o T. cruzi e segue-se um período 
assintomático de 10 a 30 anos de latência clínica, sendo classificado como indeterminado 
(Macedo, 1999; Rassi et al., 2010). Ainda, ocorre baixa parasitemia, altos níveis plasmáticos 
de anticorpos circulantes e, devido à consequência do parasitismo intracelular, pode ocorrer 
manifestações clinicas (Fiocruz, 2015). 
Paralelamente, uma vez que o homem está infectado com o T. cruzi e levando em 
consideração que a DC pode ocasionar um grande comprometimento de órgãos vitais, 
(Urbina, 1999) o paciente deve ser tratado o mais rápido possível. 
 
 
1.3 - Tratamento da doença de Chagas 
Vários fármacos foram empregados no tratamento de pacientes chagásicos como 
Benzonidazol e Nifurtimox, mas atualmente no Brasil, o único medicamento prescrito é o 
primeiro. Ambos são pró-drogas que sofrem ação de nitroredutases do parasita capazes de 
catalisar a redução do grupo nitro (Figura 2). 
Figura 2: Mecanismo de ação dos fármacos nifurtimox e benzonidazol (Dias et al., 2009). 
 
As nitroredutases utilizam flavina mononucleotideo (FMN) ou flavina adenina 
dinucleotideo (FAD) como grupo prostético e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 
(NADPH) como agente redutor (Bryant e Deluca, 1991, Skelly et al., 1994, Kobori et al., 
1999). As nitroredutases têm sido caracterizadas em dois grupos: insensíveis ao oxigênio (tipo 
I) (Zenno et al., 1996) e as sensíveis ao oxigênio (tipo II). Em tripanossomatídeos, as do tipo 
. 
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II têm sido propostas como responsáveis pelo mecanismo de ação dos fármacos formando um 
ambiente altamente oxidativo através da produção de superóxido (O2
•-
) (Hall e Winkinson, 
2012). 
Os metabólitos formados através do mecanismo de ação das nitroredutases tipo II atuam 
também em outros sistemas, especialmente do hospedeiro vertebrado, devido a sua alta 
reatividade, e isso contribui para os efeitos citotóxicos observados no tratamento dos 
pacientes. Os efeitos mais comuns para o benzonidazol são: alterações cutâneas, intolerância 
gástrica e mielossupressão, em geral, no final do período de tratamento. Já para o nifurtimox 
são: perda de peso, sonolência, além de algumas manifestações digestivas, tais como náuseas, 
vômitos e cólicas intestinais (Castro et al., 2006). 
Embora o benzonidazol tenha atividade contra a fase aguda da doença, há pouca 
atividade contra amastigotas teciduais (Murray, 2006). Da mesma forma, o nifurtimox, 
também não apresenta eficiência devido à grande variação na taxa de cura em função das 
diferentes fases da doença, bem como da diversidade fenotípica e genotípica existente entre as 
cepas de T. cruzi (Murray, 2006). 
Há décadas, a ciência estuda novos alvos para o desenvolvimento de drogas 
farmacêuticas contra o T. cruzi. Estes alvos são baseados na busca e identificação de 
peculiaridades nas estruturas de enzimas relacionadas a vias metabólicas no parasita que são 
ausentes no hospedeiro ou que são suficientemente diferentes para afetar apenas os parasitas 
(González-Chávez et al., 2014). Em relação ao T. cruzi, um dos alvos que mais tem chamado 
atenção é o seu sistema de defesa antioxidante dependente da tripanotiona (Fairlamb et al., 
1985). 
 
1.4 - Sistema de defesa antioxidante do Trypanosoma cruzi 
No momento em que os parasitas invadem o hospedeiro vertebrado, os mesmos são 
fagocitados por células do sistema imunológico. Os macrógafos residentes no local da 
infecção estão entre os primeiros fagócitos e, assim, são os pioneiros no controle da infecção 
(Munoz-Fernandez e Fresno, 1992; Kierszenbaum et al., 1974). Essa interação que ocorre 
entre a célula de defesa e o parasita é definida por três eventos principais: adesão e 
reconhecimento, sinalização e invasão (De Souza et al., 2010).  
Após o reconhecimento celular, os macrófagos interiorizam os tripomastigotas 
metacíclicos invasores para o vacúolo fagossômico ativando uma enzima associada à 
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membrana chamada NADPH oxidase (NADPHox). Com o estímulo fagocítico, subunidades 
da NADPHox associam com a membrana plasmática formando um complexo ativo, 
responsável por gerar níveis elevados de superóxido (O2
•-
) (Alvarez et al., 2004).  
A natureza aniônica do O2
·- 
restringe sua difusão através de membranas, limitando sua 
ação no local de inflamação. Assim, o radical O2
•-
 pode espontânea ou enzimaticamente, pela 
ação da superóxido dismutase (SOD), se dismutar a peróxido de hidrogênio (H2O2) gerando 
um oxidante com maior capacidade de difusão. Os íons de metais de transição também podem 
catalisar a reação entre H2O2 e O2
•-
, conduzindo à produção de radicais hidroxil (
•
OH), um 
oxidante, que possui alta reatividade contra alvos celulares (Piacenza et al., 2009). Contudo, 
as espécies reativas de oxigênio (EROs) não são suficientes para eliminar o parasita no 
interior do vacúolo fagossômico dos macrófagos (Figura 3A). 
Paralelamente, ocorre um segundo mecanismo de ação: O recrutamento de macrófagos 
ativados com citocinas pró-inflamatórias (IL-12, INF-γ e TNF-α) ativam a óxido nítrico 
sintase (iNOS). Essa enzima é responsável por gerar níveis elevados de oxido nítrico (NO
•
) 
que é mantido durante 24 horas desencadeando todo o poder oxidante dos macrófagos 
(Muñoz-Fernandez e Fresno, 1992; Alvarez et al., 2004). O NO
•
 é um radical hidrofóbico, 
produzido no citosol, que se difunde para o vacúolo do fagossomo, onde reage com o radical 
superóxido, produzindo peroxinitrito (ONOO
−•
), uma molécula oxidante e citotóxica contra 
muitos patógenos, incluindo os tripanossomatídeos. O ONOO
−•
 é uma espécie reativa de meia 
vida curta que pode danificar um vasto conjunto de moléculas existentes nas células (Ferrer-
Sueta e Radi etal., 2009). Esse poderoso agente oxidante também gera espécies secundárias 
incluindo radical 
•
OH, dióxido de nitrogênio e carbonato, que podem oxidar lipídeos, DNA, 
alterando sua estrutura e consequentemente sua função, e ainda participar da oxidação e 
nitração de proteínas (Ferrer-Sueta e Radi et al., 2009; Naviliat et al., 2005) (Figura 3B). 
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Figura 3: Esquema dos mecanismos de ação das células do sistema imunológico durante a invasão dos 
parasitas. A: Ação dos macrófagos Naive: Zonas demonstrando o parasita internalizado. B: Ação dos 
macrófagos estimulados por citocinas pró-inflamatórias: Zonas hipodensas devido à lise celular, ilustrando a 
maior capacidade citotóxica destes macrófagos, devido à formação de peroxinitrito. A toxicidade dependente 
não só do peroxinitrito como também da sua reatividade direta contra alvos moleculares no parasita devido às 
espécies de derivados secundários formados após a sua reação com o dióxido de carbono, carbonato e radicais 
livres (Adaptado de Piacenza et al., 2009). 
 
Conjuntamente, além dos parasitas serem capazes de lidar com as EROs de origem 
exógena, devem também lidar com as de origem endógena, fruto do seu metabolismo basal. 
Essas EROs devem ser mantidas em baixas concentrações para evitar um estresse oxidativo 
(Kim et al., 2001), provocado pelo desequilíbrio entre a produção de EROs e a detoxificação 
da mesma. Dessa forma, a sobrevivência destes organismos no hospedeiro é dependente de 
sua resistência aos danos oxidativos gerados pelas EROs de origem endógena e exógena, e 
assim a presença de um sistema antioxidante eficiente é fundamental (Nogoceke et al., 1997). 
O T. cruzi apresenta um elaborado sistema antioxidante de metabolização de 
hidroperóxidos distinto do hospedeiro vertebrado. O parasita exibe uma característica 
importante que é a ausência das enzimas glutationa redutase (GR), tioredoxina redutase 
(TrxR), catalase e glutationa peroxidase dependentente de selênio (Krauth-Siegel e Comini, 
2008). A SOD está presente neste parasita como uma enzima dependente de ferro (FeSOD), 
A 
B 
A B 
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em contraste com as do hospedeiro mamífero que são dependentes de Cu/ZnSOD e a 
MnSOD, que são encontradas no citosol e mitocôndria, respectivamente (Dufernez et al., 
2006).  
O sistema antioxidante do qual o T. cruzi faz uso é dependente de um ditiol de baixa 
massa molecular denominado tripanotiona (T(SH)2, N
1
,N
8
-bis(glutationil)espermidina) 
(Krauth-Siegel e Comini, 2008). Essa molécula é formada pela conjugação de duas moléculas 
de glutationa (GSH) ligadas covalentemente a uma molécula de espermidina (Figura 4) 
(Comini et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Fórmula estrutural de uma molécula de tripanotiona (T(SH)2, N
1
,N
8
-bis 
(glutationil)espermidina) (Krauth-Siegel e Comini, 2008). 
 
A tripanotiona é mantida no seu estado reduzido através de uma conversão catalítica da 
tripanotiona oxidada (TS2) à sua forma reduzida T(SH)2pela atividade enzimática da 
tripanotiona redutase (TR), uma flavoenzima, dependente de NADPH, produzida na via das 
pentoses fosfato (Fairlamb et al.,1985). A TR possui 35% de similaridade com a glutationa 
peroxidase (GR) de humano, e por isso compartilham muitas propriedades físico-químicas 
(Ariyanayagam et al., 2003). A principal diferença entre a TR do T. cruzi e a GR de humanos 
reside na especificidade aos grupos tióis: a TR interage com as formas oxidadas de 
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conjugados poliaminas-glutationa, como a tripanotiona. Em contrapartida, a GR interage com 
formas oxidadas da glutationa, como a GSSH (Ariyanayagam et al., 2003). 
A localização da TR foi determinada por ensaios de imunolocalização que indicaram que 
a enzima está presente no citosol e mitocôndria (Meziane-Cherif et al., 1994). Entretanto, 
análises bioquímicas sugerem que a TR é encontrada principalmente no citosol, com uma 
porção significativa (15-25%) presente no glicossomo (Wilkinson et al., 2002b). A TR do T. 
cruzi, possui um pequeno peptídeo sinal que indica a localização glicossomal (Sommer e 
Wang, 1994). 
Outras enzimas também dependem da tripanotiona, como a ascorbato peroxidase (APX), 
glutationa peroxidase não dependente de selênio (GPxI/GPxII) e peroxiredoxinas (PXs). Elas 
estão distribuídas em compartimentos celulares distintos e são ativas contra vários substratos 
(Figura 5) (Irigoín et al., 2008). 
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Figura 5: Distribuição subcelular das enzimas dependentes do metabolismo da tripanotiona. A figura 
representa o T. cruzi (epimastigota) demonstrando a localização e as diferentes enzimas envolvidas no 
metabolismo antioxidante. Amarelo: Citosol; Verde: Glicossoma; Cinza: Reticulo endoplasmático; Azul: 
Mitocôndria. TryS: Tripanotiona sintetase; TryR: Tripanotiona redutase; TXN: triparedoxina; TxnPx: 
Triparedoxina peroxidase; GPx-I e GPx-II: Glutationa peroxidase I e II; APx: Ascorbato peroxidase; SOD: 
Superoxide dismutase (Adaptado de Irigoin et al., 2008) (* A TXNII está presente na membrana externa da 
mitocôndria (Arias et al., 2013), (# Peloso et al., 2016)). 
 
A ascorbato peroxidase (APx) é uma enzima do T. cruzi responsável por metabolizar o 
H2O2 derivado do metabolismo oxidativo, localizada no retículo endoplasmático dos 
tripanossomatídeos (Wilkinson et al., 2002a). Em T. cruzi, a desidroascorbato é produzida 
durante a redução do H2O2 catalisada pela enzima ascorbato peroxidase (Wilkinson et al., 
2000), e a tripanotiona pode regenerar o ácido ascórbico (Wilkinson et al., 2003). 
Paralelamente, no genoma do T. cruzi foram identificados quatro genes da glutationa 
peroxidase (GPx), sendo dois de cada: GPxI e GPxII. A GPxI foi localizada no citosol e em 
glicossomos, enquanto que a GPxII foi encontrada no retículo endoplasmático (Wilkinson et 
al., 2002b). Ambas as peroxidases decompõem peróxido orgânico, especialmente aqueles 
derivados de fosfolipídeos e ácidos graxos, mas elas não são capazes de detoxificar o H2O2 
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(Wilkinson et al., 2002b). Esta especificidade ao substrato sugere que sua função pode ser 
uma forma de prevenir o dano celular, devido à peroxidação de lipídeos (Irigoín et al., 2008; 
Wilkinson et al., 2002b).
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Figura 6: Sistema de detoxificação de hidroperóxidos no citosol de Trypanosoma cruzi. A tripanotiona dissulfeto (TS2) é reduzida a dihidrotripanotiona T(SH)2 pela 
tripanotiona redutase (TR), uma enzima NADPH-dependente. A T(SH)2 transfere os equivalentes reduzidos a triparedoxina (TXN) e as peroxiredoxinas (TXNPx) 
reduzem o hidroperóxido (ROOH) ao álcool correspondente (ROH) (López et al., 2000). 
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Adicionalmente, a enzima triparedoxina peroxidase integra o grupo das peroxiredoxinas 
(Prxs) que não necessitam de cofatores ou grupos prostéticos, usando cisteínas ativas redox 
para reduzir seus substratos (Castro e Tomás, 2008) e que desenvolvem um papel central 
contra o estresse oxidativo (Hofmann  et al., 2002). O mecanismo de redução que essas 
proteínas utilizam são dependentes de grupamento “tiol”, ou seja, reduzem o peróxido pela 
oxidação de grupos sulfidril dos resíduos de aminoácidos de cisteínas ativas (Levick et al., 
1998). Ainda, essas enzimas possuem duas regiões altamente conservadas com resíduos de 
cisteína, favorecendo a formação de dímeros com massa molecular entre 20-30 kDa 
(Wilkinson et al., 2002a). A característica marcante dessas proteínas é a sua dependência em 
relação à tripanotiona e diferentes especificidades por substrato e localização intracelular 
(Castro e Tomás, 2008). A localização subcelular destas proteínas no parasita está associada 
ao citoplasma (TcCPx) e mitocôndria/citosol (TcMCPx) (Wilkinson et al., 2000; Peloso et al, 
2016). A TcMCPx difere da sua isoforma citosólica em relação à sequência ao redor da 
segunda cisteína ativa e da presença de um peptídeo sinal N-terminal de endereçamento para a 
mitocôndria (Wilkinson et al., 2000). 
Com relação ao papel dessas enzimas, a literatura destaca que a superexpressão da 
TcMCPx e TcCPx foi fundamental na proteção do parasita contra níveis elevados de 
peroxinitrito contribuindo para sobrevivência dos tripanosomatídeos (Piacenza et al., 2008). 
Além disso, resultados anteriores demonstram que a TcCPx participa na proteção do parasita 
contra elevados níveis de EROs (Finzi et al., 2004). 
Vale a pena destacar que durante a transformação do T. cruzi da forma epimastigota para 
a tripomastigota metacíclica, houve um aumento da expressão de algumas enzimas 
antioxidantes: TcCPx, TcMCPx,  tripanotiona sintetase, triparedoxina citosólica (TXNI) e a 
superóxido dismutase (SOD) (Piacenza et al., 2009; Atwood et al., 2005). Deste modo, 
sugere-se uma adaptação evolutiva do T. cruzi durante a infecção em locais onde o mesmo 
pode ser exposto a EROs do sistema imune do hospedeiro vertebrado (Irigoín et al., 2008). 
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1.5 - Sistema antioxidante dependente das triparedoxinas (TXNI e TXNII) 
As triparedoxinas (TXNs) são oxidoredutases de baixa massa molecular exclusivas dos 
tripanossomatídeos (Pineyro et al., 2011) com a função de transferir equivalentes reduzidos a 
partir da tripanotiona, a substratos com grupamento tiol (Irigoin et al., 2008; Krauth-Siegel e 
Comini, 2008). Estas proteínas pertencem à superfamília das tioredoxinas (TRXs), porém 
uma peculiaridade no sítio ativo determinada por uma sequência de aminoácidos WCPPCR as 
tornam um grupo molecular diferente (Ludemann et al., 1998; Gommel et al., 1997). Apesar 
da pouca semelhança em sua sequência, que é restrita a alguns resíduos de aminoácidos, as 
TXNs e TRXs têm a mesma estrutura tridimensional: cinco folhas-β cercadas por quatro α-
hélices (Kalisz et al., 2000; Guerrero et al., 2000). 
De maneira semelhante às TRXs, as TXNs são doadoras de elétrons para diferentes 
peroxidases (Nogoceke et al., 1997; Hillebrand et al., 2003). O mecanismo de ação utilizado 
por essas enzimas para reduzir seus substratos se inicia a partir do resíduo de cisteína 42 
(Cys42) do centro ativo da enzima. A Cys42 reage com substratos que apresentam grupo 
funcional - SH resultando em dissulfetos “mistos” entre a TXNII e o respectivo substrato-alvo 
(Flohé et al., 2002; Steinert et al., 2000). O ataque deste dissulfeto “misto” pela cisteína 45 
(Cys45) libera a proteína-alvo reduzida e a TXNII oxidada (Flohé et al., 2002; Steinert et al., 
2000). A TXNII reduzida é então regenerada pela reação espontânea com a T(SH)2, uma vez 
que participou do transporte de equivalentes reduzidos para as peroxidases correspondentes. 
Diversas pesquisas têm demonstrado a relevância das TXNs para a sobrevivência dos 
tripanosomatídeos tornando essa proteína um alvo em potencial para a construção de 
fármacos mais efetivos contra a DC (Irigoin et al., 2008; Krauth-Siegel e Comini, 2008). Em 
T. cruzi, duas TXNs foram identificadas: A TXNI com 51-63% de homologia com as TXNs 
de outros tripanosomatídeos e 33% de identidade com uma segunda triparedoxina (TXNII) 
(Wilkinson et al., 2002a). A TXNII difere da sua isoforma citosólica em relação a uma 
sequência central de 15 aminoácidos e outra sequência de 26 aminoácidos na região C-
terminal (Figura 7) (Wilkinson et al., 2002a; Irigoin et al., 2008). Adicionalmente, em T. 
brucei a TXNI não tem nenhum sinal de endereçamento e deste modo está restrita ao citosol 
(Wilkinson et al., 2002a).  
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TXNIMSGLAKYLPS-----TIKLVSKSGT---VSPISLAGKTVFFYFSASWCPPCRGFTPTLVE 60 
TXNII ------MLPRVLGAGTLELLRQDGSNVTASKALQGKKYLLVYLSASWCPPCRFFTPKLAA  
 
 
TXNIFYEKFRESKNFEVVLVTWDDEEEAYNGYFAK---------------MPWLAIPFSSRTEL 120 
TXNII FYESFHNSHSFEIVFVSQDRDERSMQAYFHNQKYSRLAVRGGEGSHGDWLAVPYEQAKRL 
 
 
TXNIE-ALRSTFGVETIPTVIAVNADTGAVVSTKGRERLLTD-PEGKNFPWSD----------- 180 
TXNII GVTLMQTYAIRGIPMLLLFDLETGELVTRNARDLVARNLDTAEGFPWAGNTDGEGLRGSY  
 
 
TXNI-------------------                                          199                                       
TXNII WNQLFLVFIIASVLYQFWR                               
 
Figura 7: Alinhamento das sequências da TXNI (Protein_id:CAC85916.1) e da TXNII 
(Protein_id: XP_808168.1) do T. cruzi. As setas em vermelho demonstram o sítio ativo da TXNII. 
Estudos com microscopia de imunofluorescência demonstraram que a TXNI apresentou 
distribuição homogênea no citosol entre as diferentes formas do T. cruzi (Pineyro et al., 
2011). Paralelamente, construíram a TXNI mutada contendo uma substituição em sua cisteína 
43(Cys43), a fim de obter possíveis complexos formados com a isoforma citosólica (Pineyro 
et al., 2011). A maioria das proteínas encontradas interagindo com a TXNI foram localizadas 
no citosol, envolvidas no metabolismo oxidativo e vias de metionina relacionada à tradução e 
degradação de proteínas (Pineyro et al.,  2011).  
A segunda TXN do T. cruzi vem sendo descrita como um componente adicional nas vias 
de detoxificação do parasita (Arias et al., 2013). Estudos filogenéticos (Castro et al., 2010) 
demonstraram que esta proteína pertence à classe II das TXNs (juntamente com a LiTXNIII 
de L. infantum e TbrTXNII de T. brucei), portanto, distinta da classe I, que contém a TXNI de 
todos os tripanossomatídeos e também a TXNII de Leishmania e Crithidia (Steinert et al., 
2000; Castro et al., 2004). A TXNII exibiu características de TXNs, podendo transferir 
equivalentes reduzidos tanto para as PRXs do T. cruzi, como também para dissulfetos na 
forma oxidada e de baixa massa molecular como: glutationa oxidada (GSSG), cistina 
(CySSyC) e dehidroascorbato (DHA). Além disso, a TXNII pode ser um componente 
importante da via de redução da metionina (Met), sendo capaz de reduzir a metionina 
sulfóxido (MetSo) por ambas as isoformas da metionina sulfóxido redutase (MSRA e MSRB) 
do T. cruzi (Arias et al., 2013). Sendo assim, sua caracterização deu suporte ao estudo do 
envolvimento dessa proteína em mecanismos além do metabolismo de detoxificação de 
hidroperóxidos essencial para a sobrevivência do parasita (Arias et al., 2013). 
Paralelamente, a TXNII foi confirmada como proteína integral de membrana e sua 
expressão determinada por western blotting em todas as três formas do parasita 
(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas) (Arias et al., 2013). Além disso, a TXNII teve 
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sua localização associada a sistemas de endo-membranas indicada através de ensaios de 
microscopia confocal demonstrando que a proteína possui seu sítio ativo voltado para o 
citosol (Arias et al., 2013). Estes resultados sugerem que a TXNII está associada a 
compartimentos subcelulares, tais como: mitocôndria, retículo endoplasmático e glicossomo, 
porém foi descartada sua presença na membrana plasmática (Arias et al., 2015). Esta 
característica associada a sistema de endo-membranas é definida pela presença de um N-
terminal solúvel que é ancorado à dupla camada de fosfolipídeos por uma sequência de 
aminoácidos hidrofóbicos próximo da região C-terminal (Arias et al., 2013). 
As proteínas que apresentam na região C-terminal resíduos hidrofóbicos podem ser 
direcionadas tanto para a membrana mitocondrial externa quanto para o retículo 
endoplasmático (Mateja et al., 2009). A região C-terminal da TXNII sugere uma localização 
dual desta proteína (membrana mitocondrial externa e retículo endoplasmático (Mateja et al., 
2009). A inserção dessas proteínas em sistemas de endo-membranas é pós-traducional, 
altamente específico, e pode estar sujeito a processos regulatórios que podem modular a 
função da proteína (Arias et al., 2013). 
Arias et al. (2015), a fim de aprofundar os estudos acerca do interatoma da TXNII in 
vivo, realizou uma abordagem proteômica que permitiu identificar possíveis proteínas que 
interagem com a TXNII. A partir da construção da proteína TXNII mutada contendo uma 
substituição em sua cisteína 45 (Cys45) realizou a purificação das proteínas por cromatografia 
de afinidade e posteriormente foram identificadas por espectrometria de massas (Arias et al., 
2015). Através dessa abordagem foram identificadas dezesseis proteínas pertencentes a quatro 
principais classes: sistema antioxidante, metabolismo energético, citoesqueleto e tradução de 
proteínas (Tabela 3). A maioria das proteínas foram identificadas no citosol e com genes 
homólogos, que têm sido descritos para interagir com TRXs em outros organismos (Arias et 
al., 2015). 
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Tabela 3: Alvos potenciais de interação da proteína TXNII identificados em Trypanosoma cruzi (Arias et al., 
2015). 
 
 
 
 
 
 
 
Desse modo, a TXNII funciona como um novo componente metabólico que pode agir 
como uma ferramenta importante não somente para a resposta antioxidante, como também na 
regulação de outras vias metabólicas. 
A singularidade do sistema antioxidante centrado na T(SH)2, quando comparado ao 
mecanismo antioxidante dos mamíferos, apresenta aspectos únicos e, assim, possibilita que as 
proteínas sejam apontadas como potenciais alvos para o desenvolvimento seletivo de 
fármacos (Flohé et al., 1999). Vários compostos foram testados contra o parasita, entretanto, a 
maioria foi classificada como ineficaz devido à alta toxicidade, eficácia limitada e/ou 
resistência do parasita (Croft e Olliaro, 2011). Sendo assim, novas estratégias são necessárias 
para um tratamento mais efetivo com menos efeitos colaterais. 
Atualmente há um entendimento geral sobre o sistema de detoxificação de 
hidroperóxidos, porém a caracterização de vários componentes no metabolismo redox ainda 
permanece desconhecida (Arias et al., 2013). Recentemente a localização da TXNII foi 
determinada em sistemas de endo-membranas (Arias et al., 2015), entretanto, a  ausência da 
TXNI e da T(SH)2 em compartimentos subcelulares levantam dúvidas na cascata de 
detoxificação de hidroperóxidos. Neste sentido, a indicação da TXNII como componente do 
sistema antioxidante demonstra que nossos resultados podem esclarecer as estratégias usadas 
pelo parasita na detoxificação de hidroperóxidos, que é dependente da TXNII (Arias et al., 
2013), e, assim, trazer um maior esclarecimento deste cenário nos tripanossomatídeos. Deste 
modo, uma caracterização aprofundada dos possíveis complexos proteicos formados pela 
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TXNII, em condições de estresse oxidativo ou não, demonstrando as possíveis interações 
dessas proteínas, poderá levar ao desenvolvimento de uma terapia mais específica e, portanto, 
menos tóxica ao hospedeiro vertebrado. 
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2. Objetivos 
2.1 – Geral: 
Determinação das interações proteicas da triparedoxina II em condições fisiológicas e 
submetidos ao tratamento com H2O2. 
 
2.2 – Específicos: 
- Empregando técnicas de biologia molecular, construir o vetor pTEX-6HisTXNII; 
- Após o seu sequenciamento, eletroporar as células de T. cruzi com esse vetor ou com o 
pTEX;  
- Submeter às células assim obtidas ao tratamento ou não com H2O2; 
- Realizar o isolamento da TXNII e seus parceiros de interação através da técnica de 
pulldown; 
- Analisar os extratos proteicos obtidos através da técnica de eletroforese bidimensional; 
- Comparar o perfil proteico em ambas às condições e, 
- Identificar as proteínas diferencialmente expressas por espectrometria de massas. 
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3. Capítulo I – A triparedoxina II de Trypanosoma cruzi interage com diferentes 
peroxiredoxinas sob condições fisiológicas e de estresse oxidativo 
Trypanosoma cruzi tryparedoxin II interacts with different peroxiredoxins under 
physiological and oxidative stress conditions 
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Abstract 
 Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, has to cope with reactive 
oxygen and nitrogen species during its life cycle in order to ensure its survival and infection. 
Their hydroperoxide-detoxification pathways centered on trypanothione depend on low 
molecular mass dithiol proteins, tryparedoxins, restricted to this family of parasites. These 
proteins transfer reducing equivalents to peroxidases, including mitochondrial and cytosolic 
peroxiredoxins, TcMPx and TcCPx, respectively. In T. cruzi two tryparedoxins have been 
identified, TXNI and TXNII with different intracellular locations. TXNI is a cytosolic protein 
and part of the cytosolic trypanothione-dependent pathway while TXNII due to a C-terminal 
hydrophobic tail is anchored in endomembranes of the mitochondrion, endoplasmic reticulum 
and glycosomes. TXNs have been suggested to be involved in a majority of biological 
processes ranging from redox mechanisms to protein translation. Herein, a comparison of the 
TXNII interactome under physiological and oxidative stress conditions was examined.  Under 
physiological conditions, apart from the proteins with unknown biological process annotation, 
the majority of the identified proteins are related to cell redox homeostasis and biosynthetic 
processes, while under oxidative stress conditions, are involved in stress response, cell redox 
homeostasis, arginine biosynthesis and microtubule based process. Interestingly, although 
TXNII interacts with both peroxiredoxins under physiological conditions, upon oxidative 
stress, TcMPx interaction prevails.  The relevance of the interactions is discussed, widening 
our knowledge of the involvement of TXN in cell homeostasis.  
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1. Introduction  
The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, a neglected 
tropical disease, and a public health problem in 21 countries in the Americas (WHO, 2015), 
with some cases reported in non-endemic countries due to migration from endemic areas  
(Gascon et al., 2010). Chagas disease affects approximately 6-8 million people while 65 
millions of people in the Americas are exposed to this disease (WHO, 2015). Current 
treatment, developed empirically, is not successful especially during the chronic phase of the 
disease, and can lead to several side effects. In the search for a more suitable target for the 
development of a specific therapy, rational drug design has pointed out the proteins part of the 
parasite antioxidant system, due to their unique features, as good targets for this purpose.  
T. cruzi is able to cope with the oxidative environments found in the hosts and ensure 
infection due to an efficient antioxidant system. Besides dealing with the reactive oxygen or 
nitrogen species (ROS or RNS, respectively) generated by the vertebrate host immune 
response (Tanaka et al., 1983) or the ROS coming from the degradation of heme in the 
invertebrate host (Nogueira et al., 2015), the parasite has also to deal with the ROS generated 
by its own metabolism, mainly in the mitochondrial respiratory chain. The antioxidant system 
centered on trypanothione (T(SH)2), a molecule restricted to this family of parasites (Fairlamb 
et al., 1985), involves proteins and enzymes that act sequentially in distinct intracellular 
compartments in order to detoxify hydroperoxides (Wilkinson et al., 2000; Wilkinson et al., 
2002). In the cytosolic pathway, trypanothione reductase (TR), transfers the reduced 
equivalents from NADPH to T(S)2 that in its reduced form (T(SH)2) is able to reduce 
glutathione disulfide to glutathione, dehydroascorbate to ascorbate and tryparedoxin (TXN) 
(Irigoin et al., 2008). Glutathione acts as a source of reducing equivalents to glutathione 
peroxidases (TcGPXI and II) (Wilkinson et al., 2002; Wilkinson et al., 2002)and ascorbate to 
ascorbate peroxidase (Wilkinson et al.,  2002). TXN is a source of reducing equivalents for 
TcGPxI, which detoxify fatty acid and phospholipid hydroperoxides (Wilkinson et al., 2002; 
Wilkinson et al., 2002)or to cytosolic peroxiredoxin (TcCPx) that can metabolize H2O2, alkyl 
hydroperoxides (Wilkinson and Kelly, 2003) and peroxynitrite (Piacenza et al., 2008). 
Another peroxiredoxin, with a mitochondrial and cytosolic localization (TcCMPx) (Peloso et 
al., 2015) metabolizes the same TcCPx's substrates (Wilkinson and Kelly, 2003) and is also 
able to interact in vitro with TXN (Peloso et al., 2016). 
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TXNs are low molecular weight dithiol proteins belonging to the thioredoxin 
oxidoreductase family and use a dithiol exchange mechanism to reduce protein disulfides. 
Although part of the thioredoxin family, trypanosomatids TXNs   are different from the other 
members of the family since they display a WCPPC motif, instead of WCG(A)PK, as in most 
thioredoxins, at their catalytic center (Hofmann et al., 2001). Besides their role in antioxidant 
mechanisms, TXNs can also function in DNA synthesis, where the 
trypanothione/tryparedoxin system appears to be the main donor of reducing equivalents for 
the synthesis of deoxyribonucleotides (Dormeyer et al., 2001)in kinetoplast replication due to 
TXN interaction with the universal mini circle binding protein (Onn et al., 2004). Most 
importantly, TXN is a suitable drug target for drug development since its interaction with 
trypanothione is the rate-limiting step of the trypanothione-dependent pathway (Wilkinson et 
al., 2002); it has a low catalytic efficiency and its interaction with tryparedoxin peroxidase 
and glutathione peroxidase exerts the major control of the pathway flux (González-Chávez et 
al., 2015)  
TXNs have been identified in various trypanosomatids with different roles in parasite 
viability and intracellular locations. In Trypanosoma brucei two were identified, one in the 
cytosol, essential for parasite survival (Wilkinson et al., 2003), and another one, which 
appears to be nonessential to bloodstream forms (Wilkinson et al., 2003), in the 
mitochondrion with no obvious targeting signal and a putative transmembrane domain in its 
C-terminus moiety (Wilkinson et al., 2003; Comini et al., 2007). In Leishmania infantum the 
cytosolic TXN (LiTXN1) shares the same role in parasite viability described for the cytosolic 
one present in T. brucei (Romao et al., 2009). Besides LiTXN1, this parasite has two 
additional TXNs with a mitochondrial location; one inside the mitochondrion (LiTXN2), not 
essential throughout the parasite life cycle and another one located in the outer mitochondrial 
membrane (LiTXN3) (Castro et al., 2010). LiTXN3 although being unable to reduce TXN-
dependent peroxidases, retains its oxidoreductase activity making it reasonable to suggest that 
it is involved in redox-dependent biological processes such as, protein folding assistance 
(Castro et al., 2010). 
T. cruzi possess two TXNs constitutively expressed along its life cycle: one cytosolic 
(TXNI), representing 3% of the total soluble protein and sharing a identity of 51 to 63% to 
others trypanosomatids TXNs and 33% to the other T. cruzi TXN (TXNII) [9, 24], which is 
anchored through a C-terminal hydrofobic tail, in the membrane of the glycosome, 
mitochondrion outer membrane and endoplasmic reticulum (Arias et al., 2015). 
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Using a mutated TXNI containing a substitution in the resolving cysteine (Cys43) its 
potential binding patterns were determined (Pineyro et al., 2011). The majority of the proteins 
found interacting with TXNI are localized (or predicted to be) in the cytosol and are involved 
in oxidative metabolism, cysteine and methionine related pathways and protein translation 
and degradation (Pineyro et al., 2011). In relation to the trypanothione-dependent cytosolic 
hydroperoxide detoxification cascade, TcCPx was found interacting with this tryparedoxin 
(Pineyro et al., 2011).  
TXNII has also a trypanothione-dependent oxidoreductase activity being able to transfer 
reducing equivalents to TcCPx, TcMPx and also to TcGPxI (Arias et al., 2013). In relation to 
the kinetic parameters, TXNI and TXNII showed a relatively similar Km app to TcCPx, 
whilst TXNII has a higher and a lower affinity to TcCMPx and TcGPxI, respectively, than 
TXNI  (Arias et al., 2013). Besides acting as a reductant to peroxidases, TXNII is also 
capable of transfering reducing equivalents to low-molecular mass disulfides supporting the 
involvement of this tryparedoxin in the antioxidant hydroperoxide detoxification pathway and 
in the regeneration of key metabolites (Arias et al., 2013). 
Through the same approach used to determine TXNI interactome (Pineyro et al., 2011), 
16 proteins were found interacting with TXNII. These proteins are involved in antioxidant 
mechanisms, energy metabolism, cytoskeleton and protein translation and located to (or 
predicted to be) in the cytosol. Interestingly, both TcCPx and TcCMPx were found interacting 
with TXNII (Arias et al., 2015). 
To widen our knowledge regarding TXNII interaction partners, herein without any 
modification in its structure, its interactome under physiological and oxidative stress 
conditions was determined. Interestingly, the profile of TXNII-protein interaction changes 
under physiological and oxidative stress conditions raising a new perspective regarding the 
tools employed by T. cruzi, involving disulfide oxidoreductases, in order to deal with the 
different levels of ROS encountered during its life cycle. 
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2. Material and Methods 
2.1 Cell culture 
 T. cruzi epimastigotes (Y strain) were grown in liver infusion tryptose (LIT) medium 
supplemented with 20 mg/l hemin, 10% fetal calf serum at 28°C (Castellani et al., 1967) and 
200 μg/l G418. In the early stationary phase, cells were collected by centrifugation (1000 x g 
at 4°C, 5 min) washed and resuspended in phosphate-buffered saline (PBS pH 7.3). The 
number of cells was determined in a Neubauer chamber. 
 
2.2 Generation of transfected parasites  
 The TXNII gene (GenBank AAF04973) plus a sequence encoding an N-terminal six-
His tag was amplified from T. cruzi genomic DNA. The amplification product was cloned 
into the pGEM-T vector (Promega) and subcloned as an EcoRI/XhoI fragment into the 
trypanosomal expression vector, pTEx [28] generating the His-TXNII pTEx vector. 
Epimastigotes were transfected with the His-TXNII pTEx or the pTEx vector and selected as 
previously described (Finzi et al., 2004). 
 
2.3 H2O2 treatment and pulldown 
 Cells (5.2 x 10
6
/ml) were incubated in PBS (pH 7.3) in the presence of 200 µM H2O2 
at 28°C for 2 h. The parasites were then washed, resuspended in PBS (pH 7.3) and subjected 
to the pull-down procedure (Peloso et al., 2016). The protocol for the pull-down assay 
described by Peloso et al. (Peloso et al., 2016) was essentially followed.   
 
2.4 SDS-PAGE and two-dimensional electrophoresis (2-DE) 
For 2-DE, the protocol described by Peloso et al (Peloso et al., 2016) was followed. For 
each experimental condition, treated or not treated with H2O2, two independent samples 
derived from the pull down from His-TXNII expressing or pTEx bearing parasites were 
analyzed through 2D. Afterwards, gels images were overlapped, compared and only the 
proteins present on the His-TcTXNII gel were analyzed through mass spectrometry. 
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2.5 Protein network 
A protein network was constructed using the Integrated Interactome System (IIS) 
software in order to evaluate the protein interaction profile before and after H2O2 -treatment 
(Carazzolle et al., 2014). Proteins identified in the 2D-gel spots was submitted to the IIS 
platform to build the protein-protein interaction network using an ortholog relationship with 
Homo sapiens protein interactions annotation. This approach, available in the IIS platform, 
can be applied as an alternative to analyze data from organisms without complete protein 
annotation by selecting a closely related organism that has already been annotated. The 
ortholog relationship in IIS is currently performed by blasting the input sequences against the 
Swiss-Prot database (Boeckmann et al., 2003) with an e-value threshold of 1e-30 and the 
association between sequences and UniProtKB_AC is performed by using the best alignment 
hit of the selected organism containing a sequence identity ≥ 30%. %. The result from blast 
alignment revealed that TXNII shares 40.4% of similarity with human Nucleoredoxin (NXN), 
with an e-value of 12e-18, which is below the IIS e-value threshold. Thus, in the resulting 
network, TXNII is not represented. Proteins from the database were assigned according to 
their interaction with the ortholog proteins corresponding to the input proteins. Different 
colors and sizes were attributed to proteins according to the origin source, i.e., from the 
database or from the input. The resultant networks were visualized using the Cytoscape 2.8.3 
software (Shannon et al., 2003). 
 
3. Results and Discussion 
 In order to ensure its survival and virulence, T. cruzi relies on its antioxidant 
mechanisms to deal with the ROS and RNS encountered during its life cycle. A range of 
possible interactions between TXNII in vitro has been proposed (Arias et al., 2013), widening 
our knowledge regarding its involvement in other metabolic routes besides the antioxidant 
ones. The establishment of TXNII interactome through an in vivo approach allowed the 
identification of proteins involved in energy metabolism, cytoskeleton and protein translation 
besides the ones related to antioxidant pathways suggesting new roles of TXNII in redox 
signaling (Arias et al., 2015). 
 Taking this into consideration, we decided to investigate TXNII interacting partners 
under physiological and oxidative stress conditions, which could reflect in distinct functions 
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performed by this tryparedoxin in both situations. Also, a different approach from the one 
employed by Arias et al (Arias et al., 2013) was used where parasites were transfected with 
the His-TXNII pTEx vector or pTEx and after H2O2-treatment or not, the pull down technique 
was performed. Gels from both analysis were compared and the spots found in the pTEx gel 
were excluded from the analysis, i.e., only the proteins found in the gel from His-TXNII 
pTEx transfected parasites were sent to mass spectrometry analysis. Figure 1 shows the 
representative gels from the control (Figure 1A) and H2O2-treated conditions (Figure 1B). 
 Under physiological conditions, 53 proteins were found, where 6 are hypothetical and 
1 unknown (Table I). Five proteins, i.e., TcCPx, TcCMPx, D-isomer specific 2 hydroxyacid 
dehydrogenase protein, elongation factor 2 and βtubulin, were also identified by Arias et al 
(2015) when a mutated TXNII containing a substitution in its resolving cysteine was used as 
bait. 
 TXNII is capable of interacting with TcCMPx and TcCPx in vitro in a relatively 
similar way (Km app ≈) (Arias et al., 2013) and under both experimental conditions, i.e., ours 
or using a mutated TXNII (Arias et al., 2015), revealed that this is also true in vivo. Besides 
that, since the redox active domain of TXNII is facing the cytosol, and since it was recently 
shown the presence of TcCMPx in the cytosol (Peloso et al., 2016), the interaction between 
these proteins is feasible. Other proteins identified were D-isomer specific 2 hydroxyacid 
dehydrogenase, i.e., lactate dehydrogenase that appears to be subjected to redox regulation 
(Bacchi et al., 1970), which is reinforced by the fact that it was identified as a possible TXNII 
partner; elongation factor 2, implicated in protein synthesis, a process that in rats and also in 
Escherichia coli have been shown to be inhibited by oxidative stress at the elongation step and 
βtubulin part of the cytoskeleton.  
 In trypanosomatids the sub-pellicular microtubules, formed by α and β tubulin, are 
linked to each other and to the plasma membrane. A second microtubule organization, the 
flagellum, together with the paraflagellar rod, also identified here, are linked to the cell body 
by other cytoskeleton elements and it has been suggested that it has a role in mediating cell 
signaling (Matos et al., 2012). 
 The βsubunit of ATPase was found, whilst in the interactome of mutated TXNII, the 
delta subunit was identified (Arias et al., 2015). Redox regulation of ATP synthase has been 
described in several organisms (Wang et al., 2013).Interestingly, in the universally conserved 
ATPase YchF, associated with different cellular processes, such as, DNA repair and 
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apoptosis, the redox activation is performed by a thioredoxin (Hannemann et al., 2015). These 
results suggest that a similar regulation could occur with T. cruzi ATP synthase.  
 Superoxide dismutase (SOD), trypanothione reductase (TR) and 
dihydrolipoyldehydrogenase (DHLD) identified here, were also detected in the TcCMPx 
interactome (Peloso et al., 2016). In the case of SOD, and as discussed by Peloso and 
colaborators (Peloso et al., 2016) this could be due to the formation of supramolecular 
complexes through a common substrate or product enhancing the efficiency of ROS 
detoxification.  TR would be used by the peroxiredoxins identified to reduce hydroperoxides 
and also DHLD that has also been proposed to function as a reductant, although with less 
affinity, to L. infantum peroxiredoxins (Castro et al., 2008).Proteins involved in stress 
response, such as HSP70 were also found interacting with TXNII. These proteins are induced 
during T. cruzi differentiation, but it is not clear whether this expression is part of the 
differentiation process or is an epiphenomenon involved in the adaptation to the new 
environmental challenges (Folgueira and Requena, 2007). 
 Arginine kinase, an enzyme involved in trypanosomatids resistance to ROS, pH and 
starvation (Pereira et al., 2014) was also identified. It is located in the cytosol (Miranda et al., 
2009) and since it is absent in the mammalian host has been pointed out as a suitable drug 
target (Pereira et al., 2014). 
Another protein found as a TXNII-interacting partner was the 14-3-3 protein, which plays 
a broad regulatory role in cell signaling. The binding of 14-3-3 to a protein can modulate 
enzyme activity, subcellular location, structure, stability or the molecular interactions of the 
target protein (Obsilova et al., 2014). 
 Interestingly, under oxidative stress conditions, TXNII changes its interaction partners 
(Table II).  In relation to the antioxidant pathways, the most striking difference is the 
identification of only TcMPx as an interaction partner. Both peroxiredoxins have their 
expression increased under oxidative stress conditions (Finzi et al., 2004; Peloso et al., 2011) 
and although as stated above the Km app for TXNII and both peroxiredoxins are relatively 
similar, under oxidative stress conditions, the interaction with TcMPx appears to prevail. 
Furthermore, and regarding the change in interaction, α tubulin instead of β tubulin was found 
interacting with TXNII under oxidative stress conditions.  
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 Thiol transferase Tc52 (TcAc2) is another TXNII partner. This protein is 
overexpressed in T. cruzi populations resistant to benznidazol selected in vivo and induced in 
vitro (Murta et al., 2008). Considering the mechanism of action of benznidazole that involves 
the generation of an imbalance in the antioxidant defenses, it is reasonable to infer that TcAc2 
increased expression also occurs under our experimental conditions. This protein shares a 
sequence homology to an antioxidant molecule, glutathione transferase (Ouaissi et al., 1995). 
 Regarding the biological process annotation of the proteins that interact with TXNII in 
Figure 2 it can be observed that under physiological conditions the majority of the proteins 
could not have a metabolic process associated with, followed by cell redox homeostasis and 
biosynthetic processes. When parasites were submitted to oxidative stress conditions, the 
majority of the proteins found interacting with TXNII are related to the stress response 
followed by cell redox homeostasis, arginine biosynthetic process and microtubule-based 
process.  
 In relation to the localization of the proteins found interacting with TXNII, the same 
profile, i.e., with an unknown localization followed by the cytoplasm/microtubule was 
encountered.  
 Taking all this into consideration, we used the Integrated Interactome System (IIS) 
platform and the Cytoscape software to better understand the interactions of the proteins 
found interacting with TXNII. Figure 4 supports the interactome findings revealing that under 
physiological conditions other putative functions for TXNII are gene expression, negative 
regulation of the apoptotic process and small molecule metabolic process (Figure 4A). Under 
oxidative stress conditions, the negative regulation of the apoptotic process, protein folding 
and mitotic cell cycle appears to predominate.   
 
4. Conclusions 
Together these results suggests novel TXNII interactions, which are distinct when cells 
are submitted or-not to oxidative stress, that enables cell signaling and could contribute for 
parasite adaptation to the different environmental conditions imposed by its life cyle. Besides 
that, give support to the notion that this protein could be used as a drug target for the 
development of a more specific therapy for Chagas disease treatment.  
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Figure legends  
Figure 1 - Identified proteins on a representative pI 3–10 2-D gel under control and 
oxidative stress conditions. Two-dimensional gel of the proteins derived from pull-down 
assays in cells bearing a pTEx-HisTXNII vector under (A) physiological or (B) oxidative 
stress conditions. The identified spots are marked. The numbered spots correspond to the 
identified proteins listed in Table I and II, respectively.  
 
Figure 2 - Biological process annotation of the proteins that interact with TXNII under 
control and oxidative stress conditions.  
 
Figure 3 - Intracellular localization annotation of TXNII-interacting proteins under 
control and oxidative stress conditions.  
 
Figure 4 - The interaction network of proteins identified under control (A) or 
oxidative stress (B) conditions. The network was built using the IIS software [30] and 
orthologue relationship of annotated interactions from human database. Enriched biological 
processes (p-value < 0.05) are depicted in the network by clustering the proteins involved in 
each process with a circle layout. Different colors represents proteins from the input (in blue) 
or from the database (in grey). The resultant networks were visualized using the Cytoscape 
2.8.3 software. 
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4. Discussão 
Em tripanossomatídeos, as TXNs são responsáveis por transferir equivalentes reduzidos 
para proteínas com grupamento “tiol” (Nogoceke et al., 1997). Várias enzimas dependentes 
das TXNs foram identificadas em diversas organelas e dentre elas, na mitocôndria, 
implicando que uma TXN ativa também estaria presente nesses compartimentos subcelulares 
(Krauth-Siegel e Comini, 2008; Piacenza et al., 2009; Alvarez et al., 2011). Estudos recentes 
destacam que a TXNII pode ter outras funções além da manutenção da resposta antioxidante 
do parasita (Arias et al., 2015). Estes resultados dão suporte à relevância das TXNs no 
metabolismo de detoxificação de EROs e de ERNs, como também na regulação de outras vias 
metabólicas, como componente adicional da via de redução da metionina. 
Resultados anteriores demonstram que as EROs e o grupo heme têm sido associados a 
complexos mecanismos de sinalização celular. A literatura destaca a ausência de vias 
relacionadas à produção de hemeproteínas em alguns organismos, dentre eles o T. cruzi 
(Campos-Salinas et al., 2011; Tripodi et al., 2011). Por isso o parasita faz uso de mecanismos 
durante a forma epimastigota para absorver o grupo heme, proveniente da degradação da 
hemoglobina, o que ocorre no intestino médio do inseto vetor (Graca-Souza, 2006; Finzi et 
al.,  2004). Desta forma, exclusivamente, o T. cruzi obtém hemeproteínas que são importantes 
para o metabolismo aeróbico. 
Paralelamente, durante a liberação de elevados níveis de grupo heme no intestino médio 
do inseto vetor há produção de EROs que, ao entrarem em contato com o parasita, 
rapidamente devem sofrer degradação pelo sistema de metabolização de hidroperóxidos 
(Graça-Souza, 2006; Finzi et al., 2004). 
Assim, a fim de garantir sua sobrevivência e virulência, o T. cruzi conta com complexos 
mecanismos antioxidantes para lidar com as EROs e ERNs encontradas durante o seu ciclo de 
vida. A gama de possíveis interações da TXNII in vitro tem sido proposta (Arias et al., 2013), 
ampliando o conhecimento acerca de seu envolvimento em outras vias metabólicas, além das 
antioxidantes. Mais tarde, o estabelecimento do interatoma da TXNII através de uma 
abordagem in vivo permitiu a identificação de proteínas envolvidas no metabolismo 
energético, citoesqueleto, tradução de proteínas além das relacionadas com as vias 
antioxidantes (Arias et al., 2015).  
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Para compreender melhor o papel da TXNII decidimos investigar seus parceiros de 
interação em condições fisiológicas e sob estresse oxidativo, o que poderia refletir em 
diferentes funções realizadas por esta triparedoxina em ambas as situações. No presente 
estudo, os parasitas foram transfectados com o vetor His-TXNII pTEX ou pTEX e em seguida 
submetidos ou não, ao tratamento com H2O2. Por fim, a TXNII com seus possíveis parceiros 
de interação foram isolados pela técnica de pulldown. Os géis de ambas as análises foram 
sobrepostos e as proteínas encontradas no gel pTEX foram excluídas da análise, isto é, apenas 
as proteínas que foram identificadas no gel His-TXNII pTEX foram enviadas para análise por 
espectrometria de massas. A Figura 1 do artigo submetido a publicação ilustra os géis 
representativos a partir do controle (Figura 1A), condição tratada com H2O2 (Figura 1B); e o 
pTEX as figuras suplementares. 
Sob condições fisiológicas, ou seja, quando as células não foram sujeitas ao estresse 
oxidativo, 56 proteínas foram identificadas, das quais 9 foram classificadas como hipotéticas 
e 1 como desconhecida (Tabela I). As proteínas: Beta tubulina 1.9, TcCPx, TcMPx, Fator de 
elongação 2 e D-isômero 2-hidroxiacido desidrogenase também foram identificadas utilizando 
a TXNII mutada (Arias et al., 2015). Arias et al. (2015) construiu a TXNII mutada contendo 
uma substituição em sua cisteína (Cys45) que foi utilizada como isca. Essa metodologia 
permitiu a identificação de 16 proteínas e apesar de haver diferenças significativas no número 
de proteínas identificadas, estas participam dos mesmos processos biológicos. 
A TXNII é capaz de interagir com a TcMCPx e TcCPx in vitro de forma semelhante (Km 
app ≈) (Arias et al., 2013) e em ambas condições experimentais, isto é, no nosso estudo e/ou 
utilizando a TXNII mutada (Arias et al., 2015), foi observado que esta interação também 
permanece in vivo. Além disso, uma vez que o sítio ativo da TXNII está voltado para o 
citosol, a presença da TcMCPx neste local (Peloso et al., 2016), reforça a interação entre estas 
proteínas. Outras proteínas identificadas foram: D-isômero 2-hidroxiácido desidrogenase, 
desidrogenase láctica, que parecem estar sob regulação redox (Bacchi et al, 1970) e este fato é 
reforçado pela identificação como possível parceiro da TXNII; e a proteína fator de 
alongamento 2, relacionada com a síntese de proteínas que, em mamíferos, é inibida em 
condições de estresse oxidativo (Ayala et al., 1996). 
Em tripanossomatídeos, os microtúbulos formados por alfa e beta tubulina estão ligados 
entre si e com a membrana plasmática. Uma segunda organização de microtúbulos, o flagelo, 
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em conjunto com a proteína paraflagelar, se liga na célula por elementos do citoesqueleto e 
foi proposto que desempenham um papel importante na sinalização celular (Mattos et al., 
2012). Neste estudo, a beta tubulina foi encontrada mais de uma vez distribuída ao longo do 
gel 2D entre 25-37,5 KDa. A literatura destaca que nessa faixa de baixa massa molecular a 
beta tubulina seja fruto de proteólise pós-traducional envolvida em processos de microtúbulos 
(Paba et al., 2004; Parodi-Talice et al., 2007).  
A regulação redox da ATP sintase tem sido descrita em vários organismos (Wang et al., 
2013). Curiosamente, a ATPase YchF está associada a diferentes processos celulares, como o 
reparo de DNA e apoptose, com atividade redox sendo realizada por uma TRX (Hannemann 
et al., 2015). Interessantemente a subunidade beta da ATPase foi identificada, ao passo que no 
interatoma da TXNII mutada, a subunidade delta foi encontrada (Arias et al., 2015). Estes 
resultados sugerem que um mecanismo semelhante pode ocorrer com a ATP sintase em T. 
cruzi. 
A SOD, TR e diidrolipoil desidrogenase (DHLD) aqui identificados, também foram 
detectados no interatoma da TcMCPx (Peloso et al., 2016). Em relação à SOD e, como 
discutido por peloso e colaboradores, sugere-se que a sua presença pode ser devido à 
formação de complexos supramoleculares através de produtos ou substratos em comum, 
reforçando a eficiência na detoxificação de EROs e ERNs (Peloso et al., 2016). A TR seria 
utilizada pelas PRXs aqui identificadas para reduzir hidroperóxidos e a DHLD também 
funcionaria como molécula redutora para as PRXs, como descrita para L. infantum, porém 
com uma eficiência menor de catálise (Castro et al., 2008). 
O T. cruzi, durante seu ciclo de vida, passa por modificações morfológicas, fisiológicas e 
bioquímicas devido à mudança de ambientes em seus hospedeiros (invertebrado e 
vertebrado). Neste contexto, a arginina quinase é uma das enzimas chave responsável pelo 
remodelamento morfológico e metabólico necessário durante a adaptação, a fim de garantir a 
sobrevivência e virulência do T. cruzi (Pereira, 2014). Esta enzima está envolvida em 
mecanismos de resistência a diferentes fatores de estresse, tais como: resistência a EROs, pH, 
drogas tripanocidas e carência alimentar (Pereira, 2014). Apresenta-se localizada no citosol 
(Miranda et al., 2009) e uma vez que está ausente no hospedeiro mamífero tem sido apontada 
como um alvo de drogas para o tratamento da DC (Pereira, 2014). 
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A proteína 14-3-3, aqui identificada, foi primeiramente descrita sendo relacionada à 
síntese de neurotransmissores, embora seja encontrada em diversos tecidos e em outros 
organismos (Obsilova et al., 2011). Estas proteínas são altamente conservadas e medeiam 
interações específicas proteína-proteína, permitindo que a proteína exerça sua função 
biológica (Ottmann, 2013). A literatura destaca mais de 500 moléculas que interagem com as 
proteínas da família 14-3-3 (Ottmann, 2013), que é capaz de modular diversos processos, tais 
como: atividade enzimática, localização subcelular ou interações moleculares da proteína alvo 
(Obsilova et al., 2014). Em L. infantum a proteína 14-3-3 foi capaz de se ligar a 
fosfoproteínas, envolvida no controle de diversos processos celulares, tais como: transdução 
de sinal, controle do ciclo celular, transporte de proteínas, resistência ao estresse, fatores de 
transcrição e regulação da atividade apoptótica e de morte celular (Fonseca et al., 2014).  
A proteína Glutamil carboxipeptidase foi identificada interagindo com a TXNII. Essas 
enzimas quebram ligações peptídicas entre os aminoácidos localizados na região C-terminal 
resultando na ativação ou degradação do substrato (Aloy et al., 2001).  Com base no 
mecanismo catalítico, as carboxipeptidases são divididas em duas classes principais: metalo-
peptidases e serina-peptidases (Vendrell et al., 2000). Em T. cruzi foi realizada a 
caracterização bioquímica de duas metalo-peptidases (TcMCP-1 e TcMCP-2) (Niemirowicz 
et al., 2007). Através de ensaios de imunofluorescência, ambas as TcMCPs foram localizadas 
no citosol indicando a participação dessas enzimas durante o processo de degradação 
proteolítica mediada pelo proteossoma (UPS) (Niemirowicz et al., 2007). No UPS, as 
proteínas são degradadas em pequenas sequências de aminoácidos que são recicladas para o 
meio celular através das carboxipeptidases (Tanaka, 2009). Em L. major, sua presença foi 
associada ao crescimento da forma promastigota, envolvida também em mecanismos de 
degradação proteica (Isaza et al., 2008). 
As proteínas heat-shock (HSPs) foram identificadas no estudo, sendo que as principais 
famílias encontradas foram de 70 kDa (HSP70s) e as de 60 kDa (HSP60s). Estas proteínas 
interagem com fatores de transcrição e transdução de sinais, regulando todo processo de 
homeostase celular (Takashima et al., 2003). As HSPs são induzidas durante a diferenciação 
do T. cruzi, mas não está claro se esta expressão é parte do processo de diferenciação ou um 
epifenômeno envolvido na adaptação aos novos desafios ambientais (Folgueira e Requena, 
2007). 
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Foram identificadas também proteínas relacionadas ao metabolismo de aminoácidos e 
algumas particularidades encontradas nessas vias motivam o estudo na busca de novos alvos 
terapêuticos (Silber et al., 2005). Identificamos a glutamato desidrogenase (GDH) e a 
aspartato aminotransferase. A enzima GDH é essencial para o metabolismo do nitrogênio em 
diversos organismos. Atua em conjunto com aminotransferases na liberação de nitrogênio 
como, por exemplo, a amônia, durante o catabolismo de aminoácidos (Barderi et al., 1998). 
Em tripanossomatídeos, a GDH atua como um metabólito intermediário entre prolina, um 
aminoácido reconhecido como fonte de carbono e energia, e o ciclo de Krebs (Silber et al., 
2005). Em T. cruzi, a GluDH tem localização citosólica e é expressa em todas as diferentes 
fases do parasita, sendo mais abundante na forma epimastigota, uma vez que pode utilizar 
aminoácidos do inseto vetor como fonte de carbono e energia (Barderi et al., 1998). 
Outro parceiro de interação da TXNII identificado foi a calreticulina, que é fundamental 
durante o processo de enovelamento proteico e em vias metabólicas associadas ao retículo 
endoplasmático. Em condições de estresse, a calreticulina teve seu nível de expressão elevado 
no retículo endoplasmático e foi observada associada com o transporte de proteínas em 
diversas células do sistema imunológico auxiliando na resposta imune contra células tumorais 
(Bak et al., 2008). A localização da TXNII no reticulo endoplasmático (Arias et al., 2015) 
interagindo com a calreticulina é o primeiro relato na literatura da interação dessas proteínas 
sob condições fisiológicas. 
Uma enzima importante envolvida na via glicolítica e gliconeogênese, a enolase, também 
foi identificada interagindo com a TXNII. Essa proteína está localizada na superfície celular 
de diversos organismos como, por exemplo, Leishmania, na qual foi observada a interação 
com células do hospedeiro vertebrado (Swenerton et al, 2011). Ainda, resultados anteriores 
apontam a enolase como possível fator de virulência nas espécies L. mexicana, L. donovani e 
L. major (Swenerton et al, 2011). Há relatos de que essa proteína extrapola sua função 
biológica com características de atuar como chaperonas moleculares, fatores de transcrição, 
proliferação e adesão em células de câncer de ovário (Vanegas et al, 2007). 
Uma proteína que pode substituir o papel da TRX por pertencer a mesma família e 
apresentar sítio ativo semelhante (Freedman et al., 1994), e que foi identificada neste estudo é 
a proteína dissulfeto isomerase (PDI). Esta proteína está intimamente ligada à formação de 
grupos tióis (-SH) e, assim, sua presença é fundamental nas vias do sistema antioxidante e na 
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homeostase celular (Laurindo et al., 2012). Tem a presença associada a compartimentos 
subcelulares em que são necessárias propriedades oxidantes para a formação de ligações 
dissulfeto, como o retículo endoplasmático (RE). A desidroascorbato está presente no RE do 
T. cruzi e tem sido proposta como uma molécula oxidante essencial na formação de ligações 
dissulfeto que regeneram a PDI oxidada (Saaranen et al., 2010). 
A segunda abordagem desse estudo foi determinar o interatoma das células que 
expressam a TXNII em situação de estresse oxidativo desencadeado por H2O2 (Tabela II). 
Curiosamente, sob esta condição, a TXNII muda seus parceiros de interação. Em relação às 
vias antioxidantes, a diferença mais significativa é a presença exclusiva da TcMCPx 
interagindo com a TXNII. A TcMCPx e a TcCPx  têm sua expressão aumentada em condição 
de estresse oxidativo (Finzi et al., 2004; Peloso et al., 2011) e, embora já dito anteriormente 
que o Km app da TXNII para ambas peroxirredoxinas são semelhantes, sob condições de 
estresse oxidativo, a interação com a TcMCPx parece prevalecer. Além disso, houve alteração 
nas proteínas da família das tubulinas, uma vez que foi identificada a proteína alfa tubulina 
como parceiro de interação da TXNII ao contrário da beta tubulina encontrada sob condições 
fisiológicas. 
Vale a pena destacar duas enzimas envolvidas com o sistema de degradação proteica: a 
subunidade do complexo proteolítico HslVU e a subunidade α5 do proteassoma. Neste estudo, 
ambas foram identificadas interagindo com a TXNII. 
O complexo proteolítico HslV/U (proteína heat shock semelhante ao proteossoma) 
descrito em tripanossomatídeos apresenta um mecanismo elaborado de proteólise intracelular 
(Couvreur et al., 2002). Sua estrutura é composta por doze subunidades HslV distribuída em 
dois anéis hexaméricos sobrepostos, e ainda, por dois anéis hexaméricos HslU ligados a 
ambas as extremidades dos anéis HslV (Song et al., 2003). A HslV é uma treonina protease, 
ao passo que a HslU é uma ATPase pertencente a família das chaperonas moleculares (Seong 
et al., 2000). Em Trypanosoma brucei, esse complexo foi associado à mitocôndria, envolvido 
ao mecanismo de replicação do DNA cinetoplástico (kDNA) (Couvreur et al., 2002). O 
complexo HslVU estaria relacionado à degradação de proteínas que regulam positivamente a 
replicação do kDNA quando a duplicação termina. Assim, na ausência deste complexo estas 
proteínas regulatórias não seriam degradadas e a replicação, então sem controle, continuaria. 
Nesse sentido, a proteína regulatória universal minicircle binding protein (UMSBP) 
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envolvida na iniciação do processo de replicação do kDNA surge como alvo para o complexo 
HslVU (Couvreur et al., 2002). 
Estudos in vitro demonstraram que o sistema antioxidante dependente da tripanotiona em 
Crithidia fasciculata interage com a proteína UMSBP oxidada, e sugere que a replicação 
também estaria sujeita à regulação redox através das TNXs (Onn et al., 2004). Motyka et al. 
(2006) revelaram que a proteína citocromo b5 redutase (CBRL) em  T. brucei provoca 
diminuição de kDNA devido a inativação da proteína UMSBP. O mesmo fenótipo causado 
pela CBRL foi confirmado na presença de níveis elevados de TcMCPx, demonstrando que as 
proteínas relacionadas ao sistema antioxidante também aumentam o nível de UMSBP oxidada 
regulando o mecanismo de replicação do kDNA (Motyka et al., 2006). Assim, a identificação 
da subunidade do complexo HslV/U e TcMPx interagindo com a TXNII sugere que sob 
condição de estresse oxidativo haja uma regulação negativa do mecanismo de replicação do 
kDNA, uma vez que nesta condição é essencial que a célula proteja seu material genético de 
possíveis danos. Evidentemente, o mecanismo de regulação da replicação do kDNA merece 
ser mais investigado. 
Em relação ao proteassoma (UPS), sua estrutura é composta por quatro anéis 
heptaméricos superpostos. Cada anel α (periférico) e β (central) é formado por 7 subunidades 
criando um arranjo característico αββα, com o total de 28 subunidades (Jung et al., 2009). 
Esse complexo participa de mecanismos que regulam a degradação de proteínas oxidadas e/ou 
danificadas (Jung et al., 2009) e possui função crucial na homeostase celular dos 
tripanossomatídeos, tais como: T. brucei (Hua et al., 1996) e T. cruzi (Gonzales et al., 1996). 
Ao longo do tempo, a atividade do proteassoma reduz em detrimento da oxidação das 
subunidades α e β envolvidas (Carrard et al., 2002). A literatura destaca que níveis excessivos 
de EROs são responsáveis por modificações oxidativas reduzindo a capacidade de degradação 
do UPS (Avery, 2011). Neste estudo, a presença exclusiva da subunidade α5 do proteassoma 
interagindo com a TXNII sugere que a capacidade de degradação proteica se encontra 
reduzida, reforçando os dados da literatura. 
As características da subunidade α5 do proteassoma, da subunidade do complexo 
proteolítico HslV/U e das TXNs podem servir como um futuro alvo terapêutico para DC, uma 
vez que regulam funções essenciais nos tripanossomatídeos. A interação destas proteínas com 
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a TXNII sugere que a mudança de ambiente provoca alterações bioquímicas no parasita. Sob 
condições de estresse oxidativo, o T. cruzi parece assumir características para proteger seu 
material genético de possíveis danos regulando a replicação, como também a regulação 
proteolítica pelo UPS parece conservar o conteúdo proteico. No entanto, este é o primeiro 
trabalho que destaca a interação dessas proteínas através do interatoma da TXNII em 
condição de estresse oxidativo. Por isso, é necessário mais estudo acerca destes mecanismos 
de interação a fim de possibilitar o desenvolvimento de uma terapia mais específica para a 
DC. 
Outro parceiro de interação da TXNII é a tiol transferase TC52 (TcAc2) que é 
superexpressa em populações de T. cruzi resistentes ao benzonidazol in vivo e induzidas in 
vitro (Murta et al., 2008). Considerando o mecanismo de ação do benzonidazol que estabelece 
um desequilíbrio entre as defesas antioxidantes, é razoável inferir que o aumento da expressão 
da TcAc2 também ocorreu sob as nossas condições experimentais. Esta proteína compartilha 
uma homologia de sequência com outra molécula antioxidante, a glutationa transferase 
(Ouaissi et al.,1995). 
Paralelamente, o interatoma da TXNII revelou algumas hipóteses relevantes acerca do 
sistema antioxidante do T. cruzi. A ausência dos principais componentes redox, como a TXNI 
e a T(SH)2em sistemas de endo-membranas permite inferir que a TXNII pode utilizar a 
maquinaria do sistema antioxidante citosólico. Além disso, a maior afinidade da TcCPx, 
dentre todas as PRXs, pela TXNII corrobora ainda mais a hipótese dessa interação. Ainda, o 
interatoma possibilitou uma maior compreensão do funcionamento do sistema antioxidante 
dependente da TcMCPx. No citosol, a TcMCPx poderia interagir com a TXNII e assim 
também utilizar a via clássica de detoxificação citosólica de hidroperóxidos (Peloso et al., 
2015). Entretanto, a forma como a TcMCPx é reduzida no interior da mitocôndria ainda não 
foi elucidada. 
Algumas das proteínas identificadas no presente estudo, como as proteínas do sistema 
antioxidante, por exemplo, já foram consideradas como alvos potenciais para o 
desenvolvimento de drogas, por estarem relacionadas a vias essenciais no parasita. Além 
disso, essas proteínas apresentam diferenças relevantes com as proteínas descritas em 
humanos e também por terem sido indicadas em estudos de genômica como tendo expressão 
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diferencial entre populações que exibiam um fenótipo de resistência ou susceptibilidade a 
drogas (Irigoin et al., 2008). 
Em relação ao processo de anotação biológica das proteínas que interagem com a TXNII, 
pode-se observar na Figura 2 do artigo submetido a publicação que em condições fisiológicas 
as proteínas estão associadas aos seguintes processos metabólicos: homeostase redox celular e 
processos biossintéticos. Agora, quando os parasitas foram submetidos à condição de estresse 
oxidativo, a maioria das proteínas que interagem com a TXNII está relacionada: resposta ao 
estresse oxidativo, homeostase redox celular, processo biossintético de arginina e processo 
baseado em microtúbulos. 
Em relação à localização intracelular das proteínas identificadas interagindo com a 
TXNII, foi observada a maioria das proteínas com localização desconhecida seguida por 
citoplasma/microtúbulos. Todas as outras proteínas tiveram sua distribuição em 
compartimentos subcelulares distintos associados com: mitocôndria, núcleo, reticulo 
endoplasmático e ribossomo (Figura 3 do artigo submetido a publicação). 
Diante do exposto, utilizou-se a plataforma Integrated Interactome System (IIS) e o 
software Cytoscape para compreender melhor as interações entre as proteínas identificadas 
com a TXNII. Cada proteína é representada por um nodo e cada "linha" demonstra a interação 
proteína-proteína. As redes foram organizadas em grupos de acordo com os processos 
biológicos. Vale ressaltar que cada proteína participa de mais de um processo biológico, 
entretanto a análise de enriquecimento reportou o processo biológico mais representativo 
(levando em consideração todo o seu input). Assim, os processos mais representados foram 
utilizados para a organização em grupos. As proteínas que não tem anotação ou que não 
formavam um grupo com pelo menos três nodos foram todas agrupadas no centro da rede.  
A Figura 4 do artigo submetido a publicação é compatível com os resultados revelando 
que o interatoma sob condições fisiológicas exibiu outras funções para a TXNII: expressão 
gênica, regulação negativa do processo apoptótico e processo metabólico de pequenas 
moléculas (Figura 4A do artigo submetido a publicação). Agora, sob condições de estresse 
oxidativo as seguintes funções foram observadas: regulação negativa do processo apoptótico, 
dobramento de proteínas e ciclo celular mitótico parece predominar. Uma gama de estímulos 
podem induzir a regulação negativa do processo apoptótico, dentre eles, o estresse oxidativo 
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(Hensley et al., 2000; Piwocka et al., 2001). A literatura destaca que o desencadeamento do 
processo apoptótico, induzido pelo estresse oxidativo (Mcconkey, 1998), ocorre através de 
vias de sinalização que envolvem não só EROs, como também proteínas do ciclo celular, tais 
como: ciclinas, p53 e Fator de elongação 2, esta última, identificada nas nossas análises. 
Resultados anteriores demonstram que a apoptose e o ciclo celular estão intimamente 
relacionados; o ciclo celular mitótico também foi identificado. No entanto, a regulação 
negativa ou positiva do processo apoptótico irá depender da concentração de EROs 
(Fernandez e Cotter, 1994). No presente estudo, foi observado a regulação negativa do 
processo apoptótico que é compatível com o interatoma da TXNII, em que sugere uma 
adaptação do parasita frente à mudança de ambiente, a fim de proteger seu material genético e 
também conservar o conteúdo proteico. Assim, considerando as alterações bioquímicas que 
ocorrem no parasita é razoável inferir que a apoptose, fisiológica ou induzida por EROs, seja 
inibida no T. cruzi. 
Portanto, esses resultados demonstram que a TXNII participa de processos diferentes 
quando os parasitas estão ou não sob estresse oxidativo e sugerem novas interações para a 
TXNII.  Essas funções certamente contribuem para a adaptação do parasita frente às 
diferentes condições impostas durante seu ciclo de vida. Ainda, foi possível obter um maior 
esclarecimento acerca das estratégias empregadas pelo parasita para detoxificar 
hidroperóxidos utilizando a TXNII como triparedoxina ativa, e assim, desenvolvimento de 
uma terapia mais específica para a DC. 
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5. Conclusão 
O interatoma da TXNII revelou que: 
- A TXNII pode interagir tanto com a TcMCPx como com a TcCPx e assim utilizar a via 
clássica de detoxificação citosólica de hidroperóxidos. 
- A presença exclusiva da TcMCPx em condições de estresse oxidativo permite inferir 
que a TXNII  tenha uma preferência maior por essa PRX no processo de redução dos seus 
substratos. 
- As redes biológicas exibiram funções além do sistema antioxidante para a TXNII em 
condições fisiológicas: expressão gênica, regulação negativa do processo apoptótico, processo 
metabólico de pequenas moléculas, e sob estresse oxidativo: regulação negativa do processo 
apoptótico, dobramento de proteínas e ciclo celular mitótico 
- As interações diferenciadas da TXNII em condições fisiológicas e de estresse oxidativo 
podem contribuir para a adaptação do parasita frente às diferentes condições ambientais 
impostas pelo seu ciclo de vida.  
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APÊNDICES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gél de poliacrilamida 12%, pI 3-10, 2D SDS-PAGE, com aproximadamente 500 μg de proteínas. Gel representativo das proteínas derivadas do vetor pTEX sob 
condições fisiológicas (Peloso et al., 2016). 
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Gél de poliacrilamida 12%, pI 3-10, 2D SDS-PAGE, com aproximadamente 500 μg de proteínas. Gel representativo das proteínas derivadas do vetor pTEX sob 
condições de estresse oxidativo (Peloso et al., 2016). 
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Anexo I. Material e métodos 
1 - Purificação dos complexos His-tag in vivo (Pulldown) 
Após o tratamento ou não (controle), as células foram lavadas com PBS, pH 7,2  
divididos em dois tubos, centrifugados e o precipitado de cada tubo foi ressuspenso em 700µL 
do tampão A (50mM de tampão fosfato de sódio pH 8,0 300mM de NaCl, 1mM PMSF, 12µL 
de coquetel de inibidores (Sigma- P8340), 1% Triton X-100 e do tampão B (3,25mM de 
tampão fosfato de sódio pH 7,4, 70mM de NaCl, 1mM PMSF, 12 µL de coquetel de 
inibidores (Sigma- P8340), 1% Triton X-100). Os extratos foram submetidos a 3 ciclos 
(congelar/descongelar) com N2 liquido e deixados com DNAse por  30min a 4
o
C para, 
finalmente, serem centrifugados à 6000g por 1h. 
Os dois sobrenadantes dos extratos ressuspensos no tampão (A e B) foram colocados no 
gelo até o momento de uso. Enquanto isso os Dynabeads (Invitrogen) foram homogeneizados 
por 5min e transferidos o conteúdo de 50µL para um tubo eppendorf colocados em uma 
estante magnética (Invitrogen) por 2min e o sobrenadante descartado. Em seguida, o 
sobrenadante do extrato A foi adicionado ao tubo eppendorf com o Dynabeads e incubados 
por 10min a T.A. (Temperatura ambiente) sob agitação. Posteriormente, foi colocado 
novamente na estante magnética por 2min e o sobrenadante descartado. A seguir, foram 
realizados quatro sucessivos ciclos de lavagens com o Tampão A, e em seguida colocados na 
estante magnética por 2min e novamente o sobrenadante foi descartado. 
A seguir, o “pellet” foi ressuspenso em 50µL de 3,25mM de tampão fosfato pH: 7,4, 
70mM de NaCl e 0,01% de Tween 20 (Tampão C) e adicionado aos 700µL do sobrenadante 
do Extrato B que estava aguardando no gelo. Essa mistura foi incubada sob agitação por 
30min a T.A e colocado na estante magnética (Invitrogen) por 2min e o sobrenadante 
descartado. Novamente, foram realizados quatro sucessivos ciclos de lavagens com o Tampão 
A, e em seguida, colocados na estante magnética por 2min e o sobrenadante descartado. 
Finalmente, o “pellet” foi ressuspenso em 100µL de 50mM de tampão fosfato de sódio pH 8, 
300mM de NaCl, 0,01% de Tween 20 e 300mM de Imidazol (Tampão D). Fez-se a dosagem 
de proteínas solúveis, utilizando o aparelho NanoDrop™ Lite Spectrophotometer - Thermo 
Scientifickit BCA protein assay (Thermo scientific) (Pineyro et al., 2011). 
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2 - Precipitação das proteínas  
Após a dosagem proteica, a amostra foi colocada em um tubo tipo eppendorf de 1,5mL 
para a precipitação das proteínas com ácido tricloroacético (TCA) e acetona gelada. Para cada 
100µL de sobrenadante foram adicionados 800µL de acetona 100% e 100µL de solução de 
ácido tricloroacético (TCA) 100%. A mistura foi homogeneizada e deixada durante a noite em 
freezer a -20°C para precipitação das proteínas. Após a precipitação, a mistura foi 
centrifugada a 20.000g por 30min a 4°C em centrifuga Sorvall 5C. O precipitado foi 
ressuspenso e lavado por duas vezes com 500μL de acetona gelada e novamente centrifugado 
a 4°C e 20.000g por 30min. O precipitado de proteínas foi deixado à temperatura ambiente 
para evaporação total da acetona. Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em 350μL de 
tampão de reidratação (uréia 7M; tiouréia 2M; CHAPS (3-[(3-Cholamidopropil) 
dimetilamônio]-1- propanosulfonato) 4%; azul de bromofenol 0.002%) e utilizado para a 
confecção dos géis bidimensionais. 
3 - Eletroforese bidimensional (2-D SDS-PAGE)  
Aproximadamente quinhentos μg de proteínas dos extratos foram solubilizadas em 
tampão de reidratação contendo DTT a 1% e anfólitos pH 3-10 para a preparação de géis 
bidimensionais. Em sarcófagos (Strip Holder7 cm, GEHealthcare) acondicionaram as 
amostras para a incorporação das proteínas no gel de primeira dimensão (Immobiline DryStrip 
Gels 7cm; pH 3-10 Linear, GE Healthcare). Em temperatura de 20°C a 50 μA/gel ocorreu a 
etapa de isoeletrofocalização (IEF) no equipamento Ettan IPGphor III (GE Healthcare) 
seguindo o seguinte protocolo: reidratação por 12 h; 300V durante 30 min; 1000V por 30 min 
e 8000V por 3 h. As proteínas presentes nos géis de primeira dimensão foram, então, 
submetidas à redução com 1% de DTT em solução de equilíbrio (uréia 6M; Tris-HCl pH 8.8, 
1.5M; glicerol 30%; SDS 2%; azul de bromofenol 1%) e, posteriormente, alquiladas com 
iodoacetamida (IAA) a 4% em solução de equilíbrio.  
Utilizou-se gel de acrilamida/bisacrilamida a 12% para a separação das proteínas por 
massa molecular (segunda dimensão). Posicionou-se o gel de primeira dimensão e o mesmo 
foi fixado no gel com solução de agarose 1% à quente em tampão de eletroforese. A 
eletroforese ocorreu por cerca de 2 h a 200 V e 20 mA/gel. A coloração do gel foi realizada 
pela solução de coomassie blue G 250 por 2 h e o mesmo foi descorado em solução A (etanol 
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40%, ácido acético 7%) por 30min e, em seguida, em solução B (etanol 10%, ácido acético 
7%) durante a noite. As imagens dos géis foram obtidas com o uso do scanner 
ImageScannerIII (GE 24 healthcare). 
4 - Digestãoin gel e preparo de amostras para espectrometria de massas 
Após análise dos géis bidimensionais, os spots de interesse foram excisados e transferidos 
para eppendorfs de 1,5ml contendo 300μL de solução descorante (etanol 40%; ácido acético 
7%) e mantidas a 37°C até a completa descoloração. A solução descorante foi retirada e os 
spots lavados com 500μL de água Milli-Q para remover o excesso de solução descorante. Em 
seguida, os spots foram novamente lavados e desidratados por 3 vezes durante 5min em 
300μL de solução 20mM NH4HCO3 / Acetonitrila (ACN) 50%. 
A desidratação completa dos spots ocorreu em speed vaccum durante 30min. Em seguida, 
os spots foram reidratados com cerca de 15μL de solução de tripsina a 0,1μg/μL em solução 
20mM NH4HCO3. Após 20min, o excesso de solução de tripsina foi retirado e os spots 
recobertos com cerca de 40μL de solução NH4HCO3 a 20mM. A tripsinólise ocorreu a 37°C 
por 24h. O sobrenadante de reação contendo os peptídeos trípticos foi recuperado e 
transferido para um novo tubo. Para a extração dos peptídeos presentes no interior dos spots 
adicionou-se ao tubo cerca de 30μL de ácido trifluoracético (TFA) 2%/ACN 50% e o 
sobrenadante recuperado após 30min à T.A. Os sobrenadantes contendo os peptídeos de cada 
spot foram combinados e secos em speed vaccum. As amostras foram mantidas a 4°C para 
posterior análise por espectrometria de massas.  
5 - Identificação por espectrometria de massas  
Os peptídeos provenientes de cada digestão in gel foram analisados no setor de 
Espectrometria de Massas do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais – 
ABTLuS), Campinas – SP. Inicialmente, os peptídeos foram ressuspensos em 12μL de ácido 
fórmico 0.1% e cerca de 4,5µl das amostras contendo os peptídeos foi injetado 
automaticamente em pré-coluna C18 (180µm x 20mm) (Symmetry, Waters). A coluna foi 
lavada durante 5 min com ácido fórmico a 0,1% com fluxo de 20 µl/min para dessalinização. 
Em seguida, os peptídeos foram eluídos da pré-coluna e injetados automaticamente em coluna 
analítica C18 (75µm x 100mm) (Symmetry, Waters). A eluição dos peptídeos foi feita por 
gradiente acetonitrila de 0-90% contendo ácido fórmico a 0,1% durante 45min sob fluxo de 
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0,6 µl/min. A coluna foi mantida a 35 °C durante a separação cromatográfica. 
Simultaneamente à eluição dos peptídeos da coluna, estes foram ionizados através da interface 
ESI nanospray e analisados no espectrômetro de massas.  
A análise foi realizada em espectrômetro de massas do tipo Q-Tof Premier 
(MicroMass/Waters) operado no modo positivo em V. O equipamento foi calibrado com 
solução de ácido fosfórico a 0,05% em 50% de acetonitrila e operado com Lockspray durante 
a corrida da amostra com a aquisição da referência a cada 30 segundos. A voltagem do capilar 
foi ajustada para 3,5kV. 
Os dados foram adquiridos no modo de aquisição dependente dos dados (DDA), no qual 
os três peptídeos mais intensos de cada espectro (MS) foram selecionados para fragmentação 
(MSMS). Os dados foram adquiridos utilizando o programa MassLynxv.4.1 (2005, Waters). 
Os dados adquiridos foram processados utilizando o programa Mascot Distiller v.2.3.2.0. 
(2009, Matrix Science Ltd.) e convertidos em uma lista de picos no formato mgf (Mascot 
Generic File). Os arquivos no formato mgf foram utilizados para busca contra banco de dados 
do T. cruzi em julho de 2014, contendo 160.394 sequências e 73.337.201 resíduos 
depositados. Os parâmetros utilizados para identificação das proteínas foram: clivagem 
perdida pela tripsina, utilização de carbamidometilação como modificação fixo, oxidação da 
metionina como modificação variável (massa monoisotópico 15,9949) e 0.1Da MS e MSMS 
tolerâncias de fragmento. 
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ANEXO II. Certificado de biossegurança 
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ANEXO III. Declaração referente a direitos autorais 
 
